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(54) PREPARATION MIT THR0M8 1 NAKTI VITKT SOWIE VERFAHREN 2U IHRER HERSTELLUNG 

(57) Die Erfindung betrifft eine Preparation mit Throm- 
binaktivitat menschlichen Oder tierischen Ursprungs , 
welches frei ist von infektidsen Agentien und durch Ak- 
tivxenx^g von Prothrombin, welches einer Hitzebehand- 
ling zur Inaktivierung infektibser Agentien unterworf en 
ist, Merges tel It werden kann. 
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Die Erfindung betrifft eine Praparation mit Thrombinaktivitat menschlichen Oder tierischen Ursprungs 
sowie ein Verfahren zu ihrer Herstellung und deren Verwendung. 

Die Blutgerinnung durchlauft eine Serie von aufeinanderfoigenden Reaktionen, in denen Blutgerinnungs- 
faktoren aktiviert werden und letztlich Fibrin durch die Wirkung von aktiviertem Prothrombin (Thrombin) auf 
Rbrinogen gebildet wird. Die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin veriauft mit Faktor Xa und Calcium 
allein sehr langsam. Sie veriauft erst dann optimal, wenn wiederum ein Komplex mehrerer Faktoren 
(Prothrombinase-Komplex) voriiegt. Neben Faktor Xa gehoren zu diesem Komplex Faktor V. Phospholipide 
und Calcium. Der Faktor Xa spaltet das Prothrombinmolekul (Molekulargewicht 68 kD) proteolytisch und 
generiert somit das aktive Enzym Thrombin (Molekulargewicht 30 kD). 

Die Plasmaprotease Thrombin ist ein multifunktionelles Enzym, welches nicht nur durch Spaltung des 
Fibrinogens zu Rbrin koagulierend wirkt. sondern auch die Gerinnungsfaktoren V f VIII und XIII aktiviert und 
sein eigenes Proenzym (Prothrombin) spaltet. 

In der Therapie wird Thrombin allein oder gemeinsam mit Rbrinogen zur Stillung von Blutungen Oder in 
der Chirurgie zur Gewebeklebung eingesetzt. 

Die Aktivierung von Prothrombin via dem Prothrombinase komplex ist ex situ schwer nachzuahmen, 
weshalb es nicht an Versuchen fehlt, eine Thrombinaktivitat durch die Einwirkung von Proteasen menschli- 
chen oder tierischen Ursprungs zu generieren. 

Dabei ist zu bedenken, dafi jeder Kontakt des Produktes mit menschlichem oder tierischem Material 
wegen der Kontaminationsgefahr mit infektiosen Agentien zu vermeiden ist. 

Versuche zur Behandlung eines Prothrombinkomplexes. isoliert aus Plasma, mit Calciumionen sowie 
mit Calciumionen und einer Suspension enthaltend bovines Thromboplastin zeigten. daB die Behandlung 
mit Calciumionen alleine zu einer wesentlich geringeren Ausbeute und Reinheit des gebildeten Thrombins 
fuhrt als die Behandlung mit Calciumionen und Thromboplastin (Cryobiology 21. 661-663 (1984)). 

Aus der DE-A - 38 43 126 ist bekannt, daB aus Plasma, welches an eine Matrix adsorbiert und mit 
einem Prothrombinaktivator behandelt ist Thrombin gewonnen werden kann. Als Aktivator werden beispiels- 
weise Calciumionen. Calciumionen und Thromboplastin oder Faktor Xa genannt. Wahrend der Aktivierung 
sind samtliche biologische Cofaktoren. welche ebenfalls an der Matrix gebunden werden. anwesend. 

Bei der Verwendung von plasmatischem Prothrombin zur Gewinnung von Thrombinaktivitat besteht die 
Gefahr einer Kontamination mit infektiosen Agentien (z.B. Hepatitis-Viren; HIV). Dazu kommt noch, daB bei 
alien bekannten Aktivierungsverfahren neben Calcium 2+ -lonen die zusatzliche Verwendung biologischer Co- 
Faktoren empfohlen wird. womit eine weitere Kontaminationsquelle gegeben ist. 

Nun ist zwar bekannt, daB infektiose Agentien in biologischen Praparaten zuveriassig durch eine 
Hitzebehandlung. insbesondere in Kombination mit einer Dampfbehandlung, inaktiviert werden konnen (AT- 
B - 385.657). Es hat sich aber gezeigt. daB Thrombin aufgrund seiner Hitzelabilitat in Gegenwart von 
Stabilisatoren erhitzt werden mufi (DE-A - 38 09 991). urn die Aktivitat des Thrombins nicht zu beeintrachti- 
gen. Die Verwendung von Stabilisatoren ist jedoch umstritten, da wahrend der Hitzebehandlung nicht nur 
die Thrombinaktivitat geschutzt wird, sondern auch Viren stabilisiert werden. 

Die Erfindung stellt sich die Aufgabe, eine virussichere Praparation mit Thrombinaktivitat zur Verfugung 
zu stellen. 

Die erfindungsgemaBe virussichere Praparation mit Thrombinaktivitat ist erhartlich aus einer virusinakti- 
vierten Prothrombin-haltigen Plasmafraktion durch ausschlieBliche Aktivierung mit gerinnungsaktiven Salzen, 
beispielsweise mit Calcium-. Strontium- oder Zinkionen. Oerartige Salze fordern die Bildung von Thrombin- 
aktivitat aus den entsprechenden Gerinnungsfaktoren. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis. daB infektiose Agentien. welche in plasmatischem Prothrombin 
vorhanden sind, durch eine Behandlung des Prothrombins zur Virusinaktivierung unschadlich gemacht 
werden konnen, ohne die biologische Aktivitat des aus dem Prothrombin erhaltlichen Thrombins wesentlich 
zu beeintrachtigen. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, dafi die Aktivierung einer virusinaktivierten Prothrombin- 
haltigen Fraktion allein durch Zugabe von gerinnungsaktiven Salzen in einfacher Weise zu einer hohen 
Ausbeute bzw. Reinheit des Produktes fuhrt. ohne weitere Zugabe von biologischen Co-Faktoren, wie die 
Gerinnungsfaktoren V, Xa oder Phospholipide. Eine Kontamination wahrend der Aktivierung wird also 
vermieden, weshalb auch die Praparation mit generierter Thrombinaktivitat. gleich dem Ausgangsmaterial. 
als virussicher gilt. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die virussichere Praparation mit Thrombinaktivitat aus virusinakti- 
viertem Prothrombinkomplex, insbesondere aus virusinaktiviertem aktiviertem Prothrombinkomplex, zu ge- 
nerieren. Die Aktivierung von aktiviertem Prothrombinkomplex durch Zusatz von gerinnungsaktiven Salzen 
erfolgt mit uberraschend hoher Reaktionsgeschwindigkeit. Die Ausbeute an Thrombinaktivitat wird gleich- 
falls optimiert. 
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Besonders vorteilhaft ist die Herstellung der virussicheren Preparation mit Thromoinaktivitat aus FEIBA 
(Factor Eight Inhibiting Bypassing Activity). Ein aktivierter Prothrombinkomplex bzw. FEIBA kann durch 
bereits bekannte MaBnahmen (AT-B - 350.726. AT-B - 368.883. EP-B - 0 041 173) aus einem Prothrombin- 
komplex hergestellt werden. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines virussicheren Thrombins und ist 
gekennzeichnet durch die Kombination der MaBnahmen. daB 

- ein aktivierter Prothrombinkomplex aus einer prothrombinhaltigen Plasmafraktion hergestellt w.rd. 

- der aktivierte Prothrombinkomplex zur Inaktivierung infektioser Agentien behandelt wird. und 

- gerinnungsaktive Salze zum behandetten aktivierten Prothrombinkomplex zugesetzt werden. urn 
Thrombinaktivitat zu generieren. 

Die Preparation mit Thrombinaktivitat wird vorteilhafterweise durch lonenaustauscherchromatographie 
und/oder Affinitatschromatographie weiter gereinigt. 

Eine virussichere Praparation mit Thrombinaktivitat gemaB der obigen Beschreibung eignet sich 
besonders zur Verwendung in pharmazeutischen Praparationen und zur Herstellung von Diagnostika. 

Mit den nachfolgenden Beispielen wird die Erfindung noch naher eriautert, wobei die Beispiele 3 und 4 
die weitere Reinigung der nach Beispiel 1 hergestellten Praparation mit Thrombinaktivitat betreffen. 



Beispiel 1: 

20 Aus 15 I menschlichem kryoprazipitat-armen Blutplasma wurden Prothrombin (Faktor II) neben den 
Gerinnungsfaktoren VII. IX und X an einem Anionenaustauscher (DEAE-Sephadex) gebunden. Nach der 
Elution der Faktor ll-enthaltenden Fraktion mittels 0.5-molarer NaCI-Losung wurde bei dieser Losung die 
Salzkonzentration auf 0.15 Mol/I durch Diafiltration verringert und anschlieBend gefnergetrocknet. 

Urn eventuell enthaltene Krankheitserreger zu inaktivieren. wurde diese Fraktion nach der AT-B - 
385 657 10 h bei 60 'C und 1 h bei 80 'C erhitzt. Die Prothrombinaktivitat betrug 5.250 E. Das Prothrombin 
wurde in einer Losung zu 2.5 E/ml gelost und mit 2,5 mMol/l CaCfe bei + 30'C bei einem P H-Wert von 7.0 
langsam gertihrt; nach 80 min wurde die Thrombinaktivitat (mittels chromogenem Substrat Th-1 (Fa. 
Immuno)) mit 48 E pro 1 E Faktor II bestimmt. /r _^ TAx . .. 

Durch Abkuhlung auf +4-C und durch Zusatz von Ethylendiaminotetraessigsaure (EDTA) wurde die 
30 Thrombin-Generierung gestoppt. Mittels Ultrafiltration/Diafiltration mit einer Ultrafiltrationsmembran (Poren- 
grbBe: 10.000) wurde der Ca-Komplex entfernt. AnschlieBend wurde das Konzentrat zu einer pharmazeuti- 
schen Praparation fertiggestellt. 
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Beispiel 2: 

20 ml einer FEIBA-haltigen Losung (IMMUNO AG. Wien) mit einer FEIB-Aktivitat von 966 Einheiten und 
992 Einheiten Faktor II wurde mit einer 0.9 %igen NaCI-Losung auf 330 ml verdunnt und m.t 2.75 mMol* 
CaCfe bei +30-C langsam geruhrt. Nach 90 min erreichte die Thrombinaktivitat ein Maximum von 51 
Einheiten pro Einheit Faktor II. Oie Aktivierung wurde durch Abkuhlung der Losung auf +4«C und Zusatz 
von Natriumcitrat gestoppt. 
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Beispiel 3: 

20 000 E Thrombinaktivitat. nach Beispiel 1 hergestellt. wurden an einer Saule von 20 ml S-Sepharose 
bei einer Leitfahigkeit von 10.5 mS/cm bei einem pH-Wert von 6,0 adsorbiert. AnschlieBend wurde m.t 140 
ml einer 150-mMolaren NaCI-Losung gewaschen. urn die nicht gebundenen Proteme zu entfernen. 

Die Thrombinaktivitat-haltige Fraktion wurde mit 100 ml einer 750-mMolaren NaCI-Losung elu.ert. 
aufkonzentriert. diaf.ltriert und schlieBlich zu einer pharmazeutischen Praparation fertiggestellt. 
Die Ausbeute an Thrombinaktivitat war mehr als 90 %. 

Beispiel 4: 

10 000 E Thrombinaktivitat. nach Beispiel 1 hergestellt, wurden an einer Saule von 10 ml Lysin- 
Sepharose. aquilibriert mit einer 150 mMol Natriumacetatlosung, pH 6.7. aufgetragen. Die beladene Saule 
55 wurde mit dem gleichen Puffer gewaschen. und die thrombinhaltige Fraktion wurde mit einer 300 mMolaren 
Lysin-Losung eluiert; die Thrombinaktivitat war 9400 E und die spezifische Aktivitat 1850 E/mg Protein. 
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Patentanspruche 

1. Neue virussichere Praparation mit Thrombinaktivitat menschlichen oder tierischen Ursprungs, erhaltlich 
aus einer virusinaktivierten Prothrombin-haftigen Plasmafraktion durch ausschlieBliche Aktivierung mk 
gerinnungsaktiven Saizen. 

2. Praparation nach Anspruch 1, erhaltlich aus einer Plasmafraktion, die den Prothrombinkomplex enthait. 

a Praparation nach Anspruch 1, erhaltlich aus einer Plasmafraktion, die den aktivierten Prothrombinkom- 
plex enthait. 

4. Praparation nach Anspruch 1 oder 2, erhaltlich aus einer Plasmafraktion, enthaltend FEIBA 

5. Verfahren zur Herstellung einer virussicheren Praparation mit ThrombiriaJrtivitat gekennzeichnet durch 
die Kombination der Mafinahmen, dafi 

- ein aktivierter Prothrombinkomplex aus einer prothrombtnhaltigen Plasmafraktion hergestellt wird, 

- der aktivierte Prothrombinkomplex zur Inaktivierung infektioser Agentien behandelt wird, und 

- sodann gerinnungsaktive Salze zu dem Prothrombinkomplex zugesetzt werden, urn Thrombinakti- 
vitat zu generieren. 

6. Verfahren nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet daB die Praparation mit Thrombinaktivitat 
weiters durch lonenaustauscherchromatographie und/oder Affinitatschromatographie gereinigt wird. 

7. Verwendung der Praparation nach den Anspruchen 1 bis 4 zur Herstellung von pharmazeutischen 
Praparationen und zur Herstellung von Diagnostika. 



